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Puntos para una lectura répida

® El diagnostico microbiolégico del SARS-CoV-2 es esencial
para afrontar la pandemia de la COVID-19 tanto por
su implicacién clinica como epidemiolégica. La PCR
es la técnica gold standard.

® La rentabilidad diagnéstica es mayor en muestras
nasofaringeas y del tracto respiratorio inferior. Para
aumentar la carga viral, se obtendréa muestra nasofaringea
y orofaringea simultadneamente.

® E| test antigénico se deberia realizar en pacientes
sintomaticos con menos de 7 dias tras el inicio de la clinica.

Un test antigénico negativo no descarta la infeccién,
por lo que se debera confirmar con una PCR. Si esta
es positiva, confirmara el diagnoéstico (falsos positivos
muy infrecuentes).

® La deteccion de anticuerpos se realizara a partir
de las 3-4 semanas de los sintomas para aumentar
su rentabilidad.

® Todas las pruebas diagndsticas deben valorarse siempre
en un contexto clinico, epidemiolégico y/o con soporte
de otros hallazgos tanto de laboratorio como radiolégicos.

SARS-CoV-2 e COVID-19 e Diagnostico ® PCR e Antigeno e Serologia.

n el actual contexto epidemiol6gico y con la exponencial

llegada de infecciones respiratorias causadas por otros
agentes (virus influenza, parainfluenza, VRS, entre otros) con
similares manifestaciones clinicas, se debe implementar una es-
trategia masiva, fiable, rdpida y precisa para el diagndstico de la
COVID-19 dado que se han descrito casos de coinfeccién!.

Si bien el procedimiento de eleccién es la PCR (reaccién
en cadena de la polimerasa), es igualmente necesario esta-
blecer otras técnicas con alta sensibilidad y especificidad
que puedan usarse a gran escala.

Actualmente disponemos de tres tipos de pruebas diag-
nésticas?-:

1. Pruebas de deteccion de acidos nucleicos (PCR).
2. Pruebas de deteccién de antigeno (Ag).
3. Pruebas de deteccién de anticuerpos (Ac): IgM/A e IgG.

En la tabla 1 se expone un resumen de las técnicas de
diagndstico microbiolégico disponibles.

o -
Pruebas de deteccién
rd [ ] [ ]
de acidos nucleicos: PCR

En la actualidad se considera el gold standard para el diag-
néstico del SARS-CoV-2.

¢En qué consiste?

La PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR o qRT-PCR si se
cuantifica en tiempo real) es una técnica molecular de detec-
cion directa de material genémico por amplificacién de 4ci-
dos nucleicos. Los genes diana mds usados son el gen E
(screening de primera linea), el gen RdRp (estudio de con-
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TABLA 1. Resumen de las diferentes técnicas de deteccion de SARS-CoV-2

RT-PCR (exudado RT-PCR en exudado Test antigénicos rapidos de Test de
5 RT-PCR . o o s
nasofaringeo/ (saliva) nasofaringeo ultima generacion (exudado determinacion
orofaringeo) (Multiplex) nasofaringeo) de anticuerpos
Dependiente del tiempo
desde inicio
85-90% e Sintomaticos: >95% de sintomas
Sensibilidad Gold ; J Muy variable (5-91%)" o * Asintométicos: (escasa e 1-5d: <50%
(Gold standara) Similar al gold standard evidencia) e 6-10d: 50-75%
e 10-20d: >75%
e >20d: >90%
Especificidad 99,5% (Gold standard) Similar al gold standard 95-99% 90-99%
Hisopo Si No Si St No
Toma de muestra Si* / No**
por personal Si No Si Si * Venopuncion
especializado ** Sangre capilar
POC? No No No Si Si/ No
Pooling® Si Si No No Teoricamente posible
Tiempo de 1-6 he 26 26 1 15 min 15 min-3 h
respuesta

Comentarios ¢ | a sensibilidad depende
de diferentes factores,
entre ellos la calidad

de la toma de la muestra
y el tiempo desde el
contacto. En pacientes
asintomaticos, si la toma
se realiza antes de

4 dias desde el contacto
la sensibilidad es <80%
La especificidad de la
RT-PCR. Es la técnica
diagnéstica con mayor
especificidad. Sin
embargo, no permite
discriminar con precision
entre una infeccién
aguda y una infeccion
resuelta

Tipo de muestra:

En algunos lugares se
recomienda doble toma
naso- y orofaringea.
Recomendamos la
muestra nasofaringea
por haber demostrado
mayor sensibilidad.

La orofaringea es una
buena alternativa en
caso de rotura de stocks
de torundas para
muestras nasofaringeas

¢ Técnica ideal de recogida:
saliva escupida

¢ Sensibilidad. En un
estudio de validacion
con muestras de
aproximadamente 2000

 Se prevé disponibilidad
mas limitada

¢ No Utiles para entornos
en los que exista
una alta demanda
de deteccion de

pacientes, la sensibilidad SARS-CoV-2

fue del 5% en pacientes e Encarece

con carga viral baja significativamente
(<20000 copias/mL) el coste

® | a combinacion
mas extendida sera:
SARS-CoV-2 + gripe
(idealmente
diferenciando gripe A
y B en pacientes que
requieran ingreso)
+ VRS en pablacion
pediétrica y geriatrica

y del 97% en individuos
con cargas virales
intermedias o altas
(Agencia Federal Belga
del Medicamento
y Productos Sanitarios).
En otro estudio, la RT-PCR
en saliva fue positiva en
el 81% de los pacientes
con infeccién confirmada
frente al 71% mediante
RT-PCR en frotis
nasofaringeo (Willye et al.
NEJM 2020)!
o || tratamiento con
proteinasa K y choque
térmico parece aumentar
la sensibilidad de la
técnica hasta hacerla
comparable a la de
la RT-PCR en exudado
nasofaringeo en pacientes
sintomaticos
Las discrepancias
observadas en la
sensibilidad analitica
dificultan un
posicionamiento definitivo
mas claro en ausencia
de més evidencia

o Existen varios kits comerciales
de deteccién de antigeno de
nueva generacion entre los
que existe variabilidad
en la sensibilidad
y especificidad

¢ Sensibilidad en sintomaticos:
>93%: Panbio Covid-19
(Abbott) bajo condiciones
6ptimas de uso (ensayo
realizado durante los primeros
5-7 dias tras el inicio de
la clinica) segln estudio
de validacion por CNM

¢ Sensibilidad en

asintomaticos: existe poca

experiencia aun. Los
resultados aportados por el

CNM alcanzan hasta el 90%

con Panbio Covid-19 (Abbott).

Serfa importante disponer

de informacién con un mayor

ndmero de pacientes

y en distintos contextos

El contexto idoneo de

utilizacion de esta técnica

depende de sus VPP y VPN
que estan condicionados por
su sensibilidad y especificidad

(dependientes del modelo)

asf como por la probabilidad

preprueba

Requiere un hisopado

independiente al necesario

para RT-PCR

No tiene riesgos asociados

de bioseguridad, una vez

realizada la toma

de la muestra

® Principal utilidad:
estudio de
seroprevalencia

o Criterio diagnostico
de infeccion pasada

* Aporta informacion
sobre la cronologia
de infecciones
asintomaticas

e Como criterio de apoyo
para la reincorporacion
de trabajadores
sanitarios con PCR
positiva y Ct elevados

® No es el método
idéneo de diagndstico
de pacientes con
infeccion sintomatica

no sea superior al 15%.

OrganizacionDiagnostico.pdfl®.

aPOC (point-of-care): posibilidad de realizar en el lugar de la toma.En las pruebas que no son POC deben realizarse en el laboratorio de referencia y hay que afadir
el tiempo necesario para el envio y el procesamiento preanalitico de las muestras.
bPooling: andlisis conjunto de un ntimero variable de muestras para optimizar recursos. Debe plantearse exclusivamente cuando la prevalencia de casos positivos

Fuente: Garcia F, Melén S, Navarro D, Pafio JR, Galéan JC. Documento SEIMC COVID-19. Organizacién del diagnéstico de SARS-CoV-2 y estrategias de optimizacion.
V 1.0. Pag. 3 [Acceso libre el 14 de octubre de 2020 - https://seimc.org/contenidos/documentoscientificos/recomendaciones/seimc-rc-2020-COVID19-
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Deteccién RNA PCR asintométicos-leves |
PCR graves-criticos

Deteccion anticuerpos |ab
Asintomético
Leve
Grave
Critico
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IS inicio de sintomas
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leG

Figura 1. Periodos medios de transmisibilidad segln la gravedad de los casos de COVID-19 y periodos de deteccion de RNA de SARS-CoV-2

mediante PCR y de anticuerpos mediante técnicas serolégicas.

Fuente: Instituto Carlos Il en colaboracién con la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Interpretacién de las pruebas diag-
nosticas frente a SARS-CoV-2; V 2.0 [Acceso 24 de abril de 2020. https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/

INTERPRETACION_DE_LAS_PRUEBAS .pdf 18.

firmacién) y el gen N (estudio adicional de confirmacién).
En zonas de circulacion viral comunitaria, se considera sufi-
ciente la positividad para un tnico gen discriminatorio del
SARS-CoV-2 para afirmar el diagndstico.

Se han obtenido resultados positivos de la RT-PCR en in-
fectados tanto en muestras respiratorias como no respiratorias
(orina, heces, sangre). No obstante, las mds usadas y reco-
mendadas por los Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) por su rentabilidad diagnéstica son las nasofaringeas
seguidas de las orofaringeas. La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) recomienda recoger ambas muestras en el mis-
mo tubo con el fin de aumentar la carga viral. En infecciones
graves, se pueden recoger muestras de vias respiratorias bajas,
esputo o aspirado endotraqueal o bronquial incluso lavado
broncoalveolar (LBA), en las que se ha encontrado positivi-
dad incluso tras 3 semanas del inicio de la clinica.

:Cudndo debe efectuarse?
Teniendo en cuenta que la carga viral de nasofaringe va as-
cendiendo desde el inicio del periodo de incubacién (PI)
hasta el 7.° dia y, posteriormente, va descendiendo de forma
paulatina, el periodo de maxima sensibilidad de la PCR se
obtendria en la primera semana desde el inicio de los sinto-
mas. Tanto en los primeros dias del PI como tras la resolu-
cidén de la clinica, la carga viral es menor y podria no ser de-
tectada?.

En los casos leves, la transmision ocurriria basicamente
en la primera semana de los sintomas, comprendiendo un
periodo desde 1-2 dias antes hasta 5-6 dias después. No obs-

tante, en los casos mas graves, esta transmision seria mas in-
tensa y duradera (fig. 1). Se ha objetivado que a partir de la
segunda semana disminuye la sensibilidad de la PCR en
muestras del tracto respiratorio superior por lo que, en neu-
monias, se recomienda obtener muestras del tracto respirato-
rio inferior, especialmente del LBA.

En pacientes asintomdticos o contactos estrechos, el tiempo
6ptimo para detectar RNA es atin desconocido, por lo que se re-
comienda realizar el test entre el 5.° y el 7.° dia postexposicion.

¢ Qué rentabilidad presenta?

Se trata de la prueba diagndstica mds sensible y especifica
disponible por el momento con una sensibilidad del 85-90%
y una especificidad de casi el 100%, por lo que ha sido con-
siderada la técnica de eleccion y referencia para el diagnds-
tico de la COVID-19. No se ha evidenciado reactividad cru-
zada.

¢Cémo interpretamos los resultados?
A pesar de que es la técnica gold standard, no estd exenta de
presentar falsos negativos y positivos:

* Falsos negativos (<5-40%):

— Muestra insuficiente.

— Poca carga viral segtin el estadio (asintomadtico, presin-
tomatico o postsintomatico).

— Trasporte inadecuado o con retraso (interrupcién cadena
de frio).

— Error en etiquetaje.

FMC. 2021;28(3):167-73 169



Soldevila Langa L et al. Interpretacién de las pruebas diagnoésticas de la COVID-19

* Falsos positivos (infrecuentes):
— Contaminaciones cruzadas entre muestras.
— Error en etiquetaje.

Debemos enfatizar que un resultado negativo no excluye
la infeccidn, por lo que, si la sospecha clinica es elevada (da-
tos clinicos, contexto epidemioldgico, hallazgos radiol6gi-
cos —a veces mds precoces en tomografia computarizada que
la positividad de la PCR- y analiticos), se recomienda repe-
tir la misma muestra en 48-72 horas o bien intentar obtener-
la del tracto respiratorio inferior, sobre todo en enfermedad
grave o progresiva.

Contrariamente, un resultado positivo no siempre se tra-
duce en replicacién viral y capacidad infectiva, ya que la
PCR puede detectar material RNA no viable (sin creci-
miento en cultivo viral) sin poderse descartar una coinfec-
cién subyacente. Asi mismo, se han descrito reinfecciones
por una cepa heterotipica tras 3 meses de la primera infec-
cién®.

Ciclo de umbral de positividad — Cycle threshold (C)

En ausencia de estdndares de cuantificacion, el Ct refleja el
nimero de ciclos en una RT-PCR que se necesita para am-
plificar el RNA para detectarlo; por este motivo, un valor Ct
bajo refleja elevada carga viral. Se ha consensuado que un
Ct>30 podria corresponder a un virus potencialmente no in-
fectivo (a valorar evolucién clinica, gravedad e inmunosu-
presion).

¢Cémo efectuar la prueba?

El sanitario introducird el hisopo en una de las fosas nasa-
les hasta la nasofaringe y girard la torunda 5-10 segundos.
Posteriormente, lo colocard en un medio de transporte viral
o universal, romperd el mango por la muesca y cerrard el
tapon.

Pruebas de deteccién
de antigenos (Ag)

¢En qué consiste?

Se basan en la deteccion de proteinas virales especificas del
SARS-CoV-2, como la proteina N y las subunidades S1 o S2
de la proteina espicula (S).

Las muestras bioldgicas usadas proceden de exudado
nasofaringeo, orofaringeo o de esputo. Segtin estudios publi-
cados, la carga viral es mayor en esputo y nasofaringe, sien-
do maés elevada en estadios iniciales de la infeccidn.

¢Cudando debe efectuarse?

Teniendo en cuenta que la replicacién viral es mds acentua-
da en la fase aguda, el test antigénico se deberia efectuar en
los primeros 5-7 dias del inicio de los sintomas.

170 FMC. 2021;28(3):167-73

¢ Qué rentabilidad presenta?
La sensibilidad en sintomdticos supera el 95%, siendo mads
elevada en estados de alta viremia. Adicionalmente, la espe-
cificidad roza el 95-99% en estudios realizados en condicio-
nes éptimas.

En pacientes asintomdticos hay escasa evidencia por el
momento.

£Cémo interpretamos los resultados?

La técnica presenta falsos negativos y positivos, compartien-
do las mismas causas que en el caso de la PCR, aunque con
valores no definidos por la falta de evidencia.

A pesar de ello, no son tan sensibles como la PCR para
detectar bajas cargas virales, por lo que un resultado negati-
vo no descarta la infeccidn, y es recomendable realizar la
PCR si la sospecha clinica es elevada.

Esta herramienta es prioritaria en situaciones de brotes,
asi como en cribados masivos de infraestructuras de alto
riesgo (centros penitenciarios, residencias, etc.), permitiendo
identificar rdpidamente individuos infectados y procediendo
al aislamiento preventivo.

£Cémo efectuar la prueba?
La prueba se efectuard con el mismo procedimiento que la
PCR.

Pruebas de deteccién de
anticuerpos (Ac): igM/A e IgG

¢En qué consiste?
Detectan la presencia de Ac contra el SARS-CoV-2 en una
muestra de sangre, plasma o suero. En la mayoria de los pa-
cientes infectados se detectan Ac especificos de uno o varios
isotipos, neutralizantes o no, en los primeros 15 dias después
del inicio de la clinica. Respecto a la evidencia previa, parece
razonable asumir que Ac con actividad neutralizante (AcNt)
protegen frente a reinfecciones durante un tiempo no definido.
No obstante, se desconoce los niveles de AcNt protectores.
Asi mismo, la correlacién con los Ac de tipo IgM/A o IgG
varian notablemente, siendo mejor cuando el Ag diana es el
receptor binding domain, S1, S1/S2 y N, respectivamente?.
Paralelamente, se han comercializado test rdpidos con
muestra capilar obtenida del dedo del paciente que analizan
Ac totales, especificos o ambos en el mismo kit.

:Cudndo debe efectuarse?

La deteccion de Ac puede ayudar a identificar pacientes que
han sido infectados previamente, asi como a diagnosticar in-
feccidn reciente sintomadtica a partir de 3-4 semanas. El pun-
to 6ptimo para determinar Ac IgM/A seria a los 8-14 dias de
los sintomas, mientras que tras 15-21 dias se realizaria la se-
roconversion a IgG (fig. 2).
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Etapa presintomatica Etapa sintomatica
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Figura 2. Estimacion variable de la deteccion en test del SARS-CoV-2 en relacién con el tiempo de inicio de los sintomas (imagen modificada).
Los intervalos de tiempo y las tasas de deteccion viral estdn basados en ensayos de varios articulos publicados. Debido a la variabilidad entre
los estudios, los intervalos de tiempo deben considerase aproximaciones, siendo la probabilidad de deteccién del SARS-CoV-2 una medida
cualitativa.

ala deteccion solo ocurre si los pacientes reciben un seguimiento proactivo desde el momento de la exposicion.

bEs més probable que se registre un resultado negativo que positivo de PCR de hisopo nasofaringeo.

Fuente: Sethuraman N, Jeremiah SS, Ryo A. Interpreting Diagnostic Tests for SARS-CoV-2. JAMA. 2020;323:2249-51. doi:10.1001/jama.2020.8259
[Acceso libre - https://jiamanetwork.com/journals/jama/fullarticle/27658371°.

TABLA 2. Resultado de las pruebas diagnésticas (PCR en combinacion con Ac?) y posible interpretacion

PCR IgM 1gG Interpretacion

¢ No ha habido contacto con el virus
- - - e Valorar los sintomas por si puede ser un falso negativo de la PCR en una fase temprana
de la infeccién, o en pacientes inmunodeprimidos (descartar inmunodeficiencia humoral)

¢ Periodo ventana, fase inicial de la infeccion

+ - - ® Puede darse ese resultado en fases méas avanzadas de la infeccion en inmunodeprimidos
+ + - e Estadio temprano de la infeccion

+ + + ® Fase activa de la infeccion

+ . + e Sugiere fase de resolucion de la infeccion. Probablemente en esta fase hay poco riesgo

de transmisién

Puede sugerir infeccion reciente, pero también puede ser un falso positivo de la IgM,
especialmente en test rapidos. Debe confirmarse con técnica de PCR

- + B e Para un diagndstico de certeza, debe repetirse la determinacion 2 semanas después para
detectar seroconversion (IgG positiva), y nueva PCR de confirmacién
e |ndica caso COVID confirmado (infeccién actual o pasada). Actualmente no hay evidencia
B o " suficiente para estimar el momento del contacto con el virus y la duracion de la IgM

La PCR negativa puede indicar curacion (infeccién pasada) o un falso negativo (infeccién
actual), por lo que se recomienda repetir 1 PCR adicional en asintométicos

- - + ¢ |ndica infeccién pasada
Sin embargo, la sensibilidad de la IgM puede no ser 6ptima en algunos test rapidos,
por lo que no debe descartarse una infeccion reciente. Valorar sintomas e historial clinico

2lgM e IgA se equiparan en el proceso diagndstico.

Fuente: Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla. Gufa para una correcta interpretacién de las pruebas de diagnéstico de COVID-19. V2.
Pag. 2 [Acceso libre 21 de mayo de 2020 - https://www.scsalud.es/documents/2162705/9267191/guia_para_la_interpretacion_de_pruebas_microbiologicas_covid19_
v2_2152020-Wcy5s66L. pdf/b7459900-e382-2f60-9297-c915b2e86¢56]”.
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Sintomaticos Asintomaticos Asintomaticos
(dias tras inicio Leves Graves Criticos (dias tras (exposicion
de sintomas) la exposici6n) desconocida)?

<7
<7
<7
7-14
7-14 IR
7-14 IR
7-14 IR
7-14 IR
7-14 IR
7-14
15-50
15-50
15-50
15-50
15-50
15-50
15-50
>50
>50
>50
>50
>50
>50
>50
>50
>50

alLa consideracion en este grupo de IA o IR se mantendra durante un plazo de 7 dias después del cual seran considerados respectivamente IR otros 7 dias o IP de
forma permanente.

Leves: sin criterios de ingreso; graves: criterios de ingreso hospitalario; criticos: criterios de ingreso en UCI.

IA: infeccién aguda en curso con alta probabilidad de transmisién.

IR: infeccién aguda resuelta o en resolucién con baja probabilidad de transmision.

IP: infeccion pasada (siempre y cuando se haya resuelto la clinica) con muy baja probabilidad de transmision.

Fuente: Instituto Carlos Il en colaboracién con la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. Interpretacion de las pruebas diagnésticas
frente a SARS-CoV-2; V 2. Pag. 7 [Acceso libre 24 de abril de 2020 - https://www.mscbs.gob.es/profesionales/saludPublica/ccayes/alertasActual/nCov/documentos/
INTERPRETACION_DE_LAS_PRUEBAS.pdf8.

12-19 IR
12-19 IR
12-19 IR
12-19 IR
12-19 IR IR
12-19 IR IR
12-19 IR

A pesar de ello, la duracién de los Ac sigue siendo una in- ¢Como interpretamos los resultados?
cognita; seglin estudios recientes, no serian detectables a los A continuacién, se exponen varias causas de falsos negativos
3 meses de la infeccién, aunque esencialmente este factor y positivos:
dependeria de la respuesta inmunitaria inicial y la gravedad
clinica. * Falsos negativos:

— Muestra inadecuada o insuficiente.

¢Qué rentabilidad presenta? — Fallos en los Kits.
La sensibilidad aumenta tras el inicio de los sintomas, con — Poca carga viral en estadios iniciales.
un rendimiento 6ptimo a partir de las 3 semanas de mas del * Falsos positivos:
90% y con una especificidad variable entre el 90% y el 99% — Reactividad cruzada con otros virus respiratorios.

segtn el test usado.
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En las tablas 2 y 3 se plasma la posible interpretacién de

los resultados de las pruebas diagndsticas combinadas.

¢Cémo efectuar la prueba?
Se toma una muestra capilar o sanguinea.

Actualmente, se estdn comercializando varios test rapidos

diagndsticos, pero con resultados muy dispares en cuanto a
sensibilidad y especificidad.
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